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COMPOSITIONS POUR L • APPLICATION 
EN THERAPEUTIQUE HDMAINE, CARACTERISEES PAR 
L'ASSOCIATION D'UN MURAMYL- PEPTIDE A UNE CYTOKINE 

Les interferons (plus particulierement 
1- interferon a) sont secretes par les leucocytes. lis 
sont a ce titre classes parmi les cytokines, mediateurs 
produits majoritairement par les cellules du systeme 
immunitaire. D'une facon generale, les cytokines 
peuvent etre considerees comme des hormones 
caracteristiques du systeme immunitaire. La possibility 
de produire des cytokines par recombinaison genetique a 
ouvert la voie a des etudes plus elaborees des 
comportements de certaines de ces cytokines, notamment 
d- interferons recombinants chez 1' animal. Parmi les 
interferons, le plus etudie est !• interferon a (IFN a) 
qui se subdivise en IFN a 2a, IFN a 2b et IFN 2c. 

En particulier, l'activite antivirale de certains 
interferons de souris, et meme la potentialisation de 
cette activite chez la souris par certains derives de 
la N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (MDP) ou 
d'homologues de ceux-ci ont deja ete mises en evidence. 
En revanche, comme l'indique F. Dianzani dans son 
article intitule "Interferon Treatments: how to use an 
Endogenous System as a Therapeutic Agent- (Traitements 
par 1' interferon : Comment utiliser un systeme endogene 
en tant qu' agent therapeutique) dans le "Journal of 
interferon Research, Special Issue, May 1992, Mary Ann 
Liebert, Inc., Publishers, pp. 109-118, les nombreux 
essais cliniques tentes chez l'homme avec des 
interferons ont ete "plus que decevants" . En effet, 
bien que les essais chez 1' animal paraissaient ouvrir 
des potential ites therapeutiques etendues, leurs effets 
secondaires mal controles n'ont autorise a ce jour leur 
utilisation que dans un nombre restreint d ' indications 
therapeutiques. Aussi a-t-il ete propose a ce jour de 
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n'utiliser l'IFN a 2a que dans un nombre reduit de 
-niches" comme 1 ' indique aussi le "Scrip's Cytokines 
Report", PJB publications Ltd. 1993, a propos des 
difficultes rencontrees dans 1 'application en 
therapeutique humaine des interferons : 

a) dans le traitement des cas d' hepatites B et C les 
plus graves. Les traitements consistent en 
administrations quotidiennes ou a raison de trois 
fois par semaine de 5 a 10 millions d- unites 
pendant 3 a 6 mois. rjes resultats positifs sont 
observes dans 30 a 40% des cas ; 

b) dans le domaine du cancer, le traitement de la 
tricholeucemie chevelue (Hairy Cell Leukemia) et 
de la leucemie chronique myelogene, les 
applications envisagees sont le SIDA, le syndrome 
de Kaposi, le myelome multiple, le melanome et 
certains types de carcinome. 

La gravite de ces syndromes est telle qu'elle a 
aussi entraine 1 'acceptation des graves effets 
secondaires accompagnant 1 'utilisation de l'IFN a en 
therapeutique humaine. Quatre vingt dix huit pour cent 
des patients ainsi traites souffrent en effet d'un 
syndrome grippal, souvent extremement severe, 
accompagne de nausees, de vomissements, de troubles du 
systeme nerveux central et peripherigue et de troubles 
cardiaques. Ces effets, sont attribues au moins en 
partie a 1' induction par 1' interferon de mediateurs 
pyretiques qui pourraient etre l'IL-1 et des 
prostaglandines dont la production serait activee par 
1' interferon. II s'y ajoute des acces de fatigue, 
d'anorexie, de perte de poids, qui pourraient etre lies 
au moins en partie a la production de TNF et/ou 
1- expression accrue de recepteurs de TNF egalement 
induits par les interferons. Toute procedure qui 
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optimiserait les effets benefiques des interferons ou 
des cytokines therapeutiquement utiles, tout en 
optimisant aussi les productions ou l'activite des 
cytokines ou d'autres mediateurs biologiques 
indesirables telles que IL-1, IL-8 et/ou TNF 
(abreviation de 1' expression anglaise "Tumor Necrosis 
Factor" ou facteur de la necrose tumorale) , ne pourrait 
etre que vouee a un echec certain. 

Enfin les administrations d ' interferons 
s'accompagnent souvent de fortes leucopenies et 
thrombopenies accompagnees d'un blocage de la 
maturation de precurseurs myeloides. Ces phenomenes 
entrainent la necessite d ' interrompre periodiquement 
les traitements a base d« interferons, pour chaque fois 
autoriser une regeneration de la formule sanguine. 

Autant d ' inconvenients qui, jusqu'a ce jour, 
n'autorisent pas une exploration des possibility 
reelles d 'utilisation des interferons en therapeutique 
humaine, hormis pour le traitement des quelques 
syndromes rappeles plus haut. 

Des difficultes semblables sont rencontrees avec 
d'autres cytokines dont l'interet therapeutique serait 
certain s'il etait possible de reiaedier a ces 
difficultes. II en serait ainsi par exemple de IL-2, 
IL-3, IL-6, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, etc... de TNF et de 
l'IL-1, dont les potentialites therapeutiques ne 
peuvent etre exploitees que tres rarement. 

On sait qu'il a ete suggere d'utiliser en 
particulier IL-3 et certains CSF pour accelerer la 
recuperation hematopoietique chez des patients frappes 
d'aplasie de moelle (qui se manifeste sous l'effet d»un 
facteur pathogene endogene et/ou iatrogene) , en 
particulier a 1' issue de traitements chimiotherapiques 
ou chez des patients ayant subi des transplantations de 
moelle. Mais 1 'utilisation de IL-3 en clinique humaine 
ou des CSFs les plus actifs (par exemple GM-CSF) se 
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heurte dans la pratique aux memes difficultes que 

1' interferon a. 

A ces inconvenients d'ordre therapeutique, 

s'ajoutent les coats extremes des traitements actuels a 
base de cytokines therapeutiquement utiles. Les doses 
administrees, pour autant qu'on puisse en reguler 
1-effet in vivo , sont en effet considerables par 
rapport aux doses therapeutiquement utiles, ce qui 
s'explique peut etre par le fait que contrairement aux 
hormones endocrines, les cytokines n'agissent pas a 
distance mais seulement sur les cellules proches des 
cellules secretrices. En d'autres termes, toute 
cytokine administree n'atteignant pas les cellules 
cibles peut etre consideree comme "therapeutiquement 
perdue" . 

L- invention a pour but de remedier au moins en 
grande partie a ces inconvenients et difficultes. 

La possibility de beneficier des effets 
therapeutiques de l'IFN. o ou de cytokines 
therapeutiquement utiles autres que l'IFN a, le cas 
echeant en doses plus reduites, sans provoquer d» effets 
secondares insupportables serait un pas tres important 
tant sur le plan therapeutique que sur le plan 
economique. C'est un des objectifs que 1 • invention 
s'est fixe. 

Plus precisement, 1 • invention a pour but 
d'accroitre l'efficacite des therapeutiques mettant en 
oeuvre un interferon ou, plus generalement , une 
cytokine ayant une valeur therapeutique et, meme, 
d'elargir les champs therapeutiques de ces cytokines 
(dont naturellement 1 • interferon) , tout en remediant en 
grande partie aux inconvenients indiques ci-dessus, 
plus particulierement en rapport avec les interferons. 

L» invention repose en grande partie sur la 
decouverte que 1 ' association de certains muramyl- 
peptides a une cytokine susceptible de presenter un 
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effet therapeutique chez l'homme rendait desormais 
possible 1 'utilisation de certaines de ces cytokines en 
clinique humaine a des doses efficaces, ce qui ne 
pouvait auparavant etre envisage serieuseroent , et dans 
le meilleur des cas (par exemple cas de 1 • interferon) 
ouvrant la voie a des gammes de traitement 
therapeutique pour des indications cliniques en nombre 
et en effacite considerablement plus iraportants. II a 
en effet ete constate que ces muramyl-peptides 
permettaient egalement d'induire la synthese in vivo 
d'autres cytokines qui n'apparaissent pas, tout au 
moins a des taux decelables, a la suite de 
1' administration seulement de l'un des deux elements, 
interferon et ouramyl -peptide, d'ou par consequent, un 
elargissement des spectres d'activite therapeutique des 
cytokines et des muramyl-peptides. Parmi les cytokines 
induites, on mentionnera plus particulierement, 
1- interleukine 6 (IL-6) , de G-CSF et, d'un antagoniste 
(IL-1 RA) du recepteur de 1 ' interleukine I. Qui plus 
est, les administrations associees de certains 
muramyl-peptides et de 1' interferon a (IFN a) 
permettent la production des effets recherches en 
utilisant des doses sub-optimales de cytokine, 
notamment d'IFN a, grace a la potentialisation des 
effets benefiques de la cytokine, mais en 1' absence 
d' induction des cytokines indesirables, notamment de 
IL-1, de TNF ou d'IL-8. 

L' invention concerne done plus particulierement 
une association d'au moins une cytokine avec au moins 
un muramyl-peptide choisi parmi ceux qui, lorsqu'ils 
sont administres in vivo en association avec un 
interferon, induisent egalement la production accrue in 
vivo d'un antagoniste IL-1 RA du recepteur de 
1' interleukine I et, de preference, n' induisent pas un 
accroissement des cytokines IL-1, TNF et IL-8. 
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De preference, on utilise plus particulierement 
ceux des muramyl-peptides qui, repondant aux conditions 
mentionnees ci-dessus, induisent egalement, lorsqu'ils 
sont administres avec un interferon, une synthese 
accrue in vivo de IL-6 ou de G-CSF, ou de preference 

les deux a la fois. 

L' invention n'est pas limitee a 1 ' association d'un 
interferon (a, p ou 7) a un tel muramyl-peptide. Les 
interferons peuvent egalement etre remplaces par 
d'autres cytokines particulierement par celles ci- 
dessus identifies a titre d'exemple. En d'autres 
termes, 1' invention decoule de la capacite de certains 
muramyl-peptides, lorsqu'ils sont administres en 
association avec une cytokine : 

- a potentialiser l'activite biologique de la 
cytokine consideree perroettant aussi d'obtenir les 
effets recherches apres administrations de doses 
plus faibles que celles considerees actuellement 
comme therapeutiquement necessaires. 

- a ne pas favoriser et eventuellement meme inhiber 
1- induction in vivo par cette cytokine des 
facteurs limitants ses possibilites d' applications 
therapeutiques comme il a ete observe dans le cas 
de 1' association avec l'IFN et, le cas echeant et 
simultanement ; 

- a induire la production in situ , d'une part, 
d • inhibiteurs de ces facteurs limitants, par 
exemple IL-1 RA et, notamment lorsque la cytokine 
consiste en un interferon, le recepteur soluble du 
TNF (STNF-R) et, d' autre part, la secretion 
in situ par les cellules competentes du systeme 
lymphoides de cytokines, par exemple IL-6 et G-CSF 
dans le cas des interferons, qui permettent alors 
l'elargissement du spectre d' action de la cytokine 
de 1 ' association administree. 
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L- invention concerne done toute association 
m ettant en oeuvre une ou plusieurs cytokines etun 
muramyl-peptide selection^ en raison de sa capacite a 
ne pas induire et meme a inhiber chez 1'homme la 
secretion par ses cellules competentes des mediators 
Mologiques tels IL-1 et/ou IL-8 et/ou TNF, ou a tout 
le moins a inhiber leurs effets. On connait en effet le 
r6 le hautement vraisemblable de ces mediateurs dans les 
effets secondares lies a 1 • administration de certaxnes 
cytokines. La capacite du muramyl-peptxde a 
potentialiser 1'action de la cytokine tout en 
protegeant l'h6te centre 1' induction des cytokines ou 
d-autres mediateurs nuisibles peut, dans chaque cas, 
etre verifiee par des essais comparatifs inviyo, de 
preference chez 1'homme, faisant intervenir, d'une 
part, la cytokine choisie seule et, d'autre part, une 
association de cette cytokine avec le muramyl-peptide 
choisi, et la detection et la mesure sux : une ^base 
comparative (par exemple dans des dosages RIA ou ELISA 
utilisant les anticorps apprcpries) des taux des 
cytokines induites etudiees. Les resultats 

susceptibles d'etre obtenus sont illustres de facon 
bien entendu non limitatives dans les exemples qui 
suivent appliques a !• interferon a exposes plus loin. 

De preference, les cytokines utilisees seront 
toujours des cytokines d'origine humaine. II convient 
de souligner que cette expression doit etre entendue 
comme couvrant, outre les cytokines naturelles 
d'origine humaine (on ne peut alors meconnaitre les 
difficult*, qu-implique leur isolement en quantites 
adequates) , les cytokines recombinantes correspondantes 
produites par des techniques de genie genetique, 
e'est-a-dire de cytokines neanmoins caracterisees par 
des sequences en acides amines identities a celles de 
ces cytokines naturelles, ce qui n'exclut neanmoins pas 
de sequences en acides amines equivalents differant des 
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precedentes, notamment par des substitutions, addition 
ou deletions d'acides amines n'entrainant ni des 
modifications substantielles des proprietes 
caracteristiques des cytokines recombinantes a 
"sequences identiques" , ni 1' apparition de proprietes 
nuisibles (par exemple inductions d- anticorps chez 

1 "hote humain) . 

De preference les muramyl-peptides mis en oeuvre 
dans 1' invention sont des muramyl-peptides, notamiuent 
choisis parmi ceux qui sont caracterises par la formule 
generale suivante : 




R - CH - CO 4 X 4 NH - CH - CO-R7 

(CH2)2 

I 

COR8 

dans laquelle le groupe R est un hydrogene ou un groupe 
methyle ; X est L-alanyle, L-leucyle, L-isoleucyle, L- 
valyle, L-threonyle, L-(N-methyl)- alanyle et R 7 et Ra 
sont independamment l'un de 1' autre, des groupes 
hydroxyle, amino, 0(CH 2 ) x H avec x = 1, 2, 3, 4 ou 5 ou 
des groupes peptidiques comprenant de 1 a 3 residus 
d'acides amines, de preference levogyres. 
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Une categorie de muramyl-peptides preferes sent 
ceux dans lesquels : 

- R = CH 3 , 

- x est L-alanyle ou L-threonyle, 

- r 7 est un groupe 0(CH 2 ) x , H, avec x- - 1. 2, 3 ou 4, ^ 

- R 8 est un groupe amino ou un groupe 0(CH 2 ) x .H, avec x 

= 1, 2, 3 OU 4. . . . . 

Des muramyl-peptides particulierement preferes 

sont constitues par le murametide (R = CH 3 , X = L-Ala, 
r 7 = OCH 3 et R 8 = NH 2 , le murabutide (R = CH 3 , X - L-Ala, 
R 7 = OnC 4 H, et R 8 = NH 2 ) et enfin le muradimetide (R = 
CH 3 , X = L-Ala , R 7 = R 8 = OCH 3 ), et le cas echeant leurs 
homologues dans lesquels le residu L-alanyle de leur 
groupe peptidique est remplace par un groupe threonyle. 

II va de soi que les precedentes classes de 
muramyl-peptides a caractere hydrophile ne sont 
nullement limitatives. Des muramyl-peptides lipophxles, 
tels que ceux decrits dans le brevet francais 
n'8407340, peuvent egalement etre mis en oeuvre dans le 
cadre de 1' invention. 

H va enfin de soi que l'on peut aussi avoxr 
recours a tous autres muramyl-peptides adjuvants 
porteurs de substituants en les positions 1, 4 ou 6 du 
groupe saccharidique, des lors qu-ils auraient les 
memes effets favorables que les muramyl-peptides 
preferes mentionnes plus haut. 

On remarquera enfin que 1- expression -association" 
n-implique pas que la cytokine et le mur amy 1 -peptide 
choisis soient necessairement administres a l'hote 
humain en melange ou de f aeons simultanees. Elle 
s'etend egalement a toute utilisation ou presentation 
impliquant leurs administrations a des intervalles de 
temps non mils, etant neanmoins entendu que ces 
intervalles doivent Stre suffisamment courts pour 
autoriser les interactions mutuelles des deux 
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constituants de 1 - association dans les conditions sus- 
indiquees. 

Ce type d- association mettant en oeuvre 
interleukines et mur amy 1 -peptides est efficace quand 
les interleukines sont administrees aux doses 
suivantes: 

- pour 1' interferon : 

0,05 MU/kg/jour a 10 MU/kg/jour, et de pr^rence 0 
MU/kg/jour a 5 MU/kg/jour, une dose optimale etant 
MU/kg/jour a 5 MU/kg/jour. 

A titre dedication, 1'activite specifxque de 
l-IPM utilise est de 4 a 8 Ul/mg de proteines. 

- pour l'IL-2 : 

0,3 MU/kg/jour a 10 MU/kg/jour, de preference entre 1 
MU/fcg/jour et 2 MU/kg/jour, sachant ^ 
specif ique de l'IL-2, notamment conunercxalisee par la 
societe Cetus sous le nom de Proleukin, est de 1 ordre 
de 10 millions d'UI par mg de proteines. 

- pour le GM-CSF, les doses preferees sont de 1 a 25 
M g/kg et par jour et mieux encore de 5 a 10 ,g/kg et 

par jour. . . 

- les xauramyl-peptides, notamment le Murabutxde, etant 
administres a des doses de Lordre de 10 * 350 ,g/kg/ 
et de preference 50 a 200 M /lcg/j » dose de 100 MgAg/D 
est dans tous les cas associee a des doses sub- 
optimales ou optimales de cytokine. 

D'autres caracteristiques de 1- invention 
apparaitront encore a la faveur des exemples non 
limitatifs decrits ci-apres. 

Au cours d'essais cliniques effectues chez des 
volontaires humains sains, de 1'IFN a 2a (interferon 
Roferon A dose a 3 MU/ml commercialise par Roche sous 
la marque ROFERON A, a ete administre en assocxatxon 
avec des mur amy 1 -peptides, en particulier le murametide 
et le murabutide. II a ete montre : 
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a) que la secretion de Neopterine qui est le marqueur 
biologique reconnu signant 1'activite 

immunostimulante de 1'IFN etait tres fortement 
augmentee, suite a des administrations de doses 
sub-opt imales d* IFN, associees a des doses de 
Murabutide ou de Murametide ; il en est de meme de 
1. antagonize du recepteur de l'IL-1 (IL-1 FA) 
dont l'IFN seul induit faiblement la synthese qui 
est augmentee considerablement par 1' addition de 
muramyl-peptides montrant ainsi une activite 
synergique entre IFN et les immunomodulateurs 

synthetiques ; ceci est egalement vrai pour le 

recepteur soluble du TNF (STNF-R) ; 
b> que les sujets recevant 1 • association montrent une 

augmentation significative du nombre de cellules 

de la lignee blanche par rapport au groupe traite 

par IFN ; 

c) qu'il apparait, dans le plasma des sujets traites 
par 1' association, des mediateurs de l'immunite : 
inter leukine 6, G-CSF, alors que 1'on n- observe 
!• induction d-aucun des mediateurs pyrogenes et 
inflammatoires principaux, plus particulierement 
des cytokines IL-1, IL-8 et TNF. 

Ces constatations reposent plus particulierement 
sur les resultats des essais qui suivent. 

- PREMIERE BERIE D'ESSAIS : injection sous-cutanee 
de melanges d« interferon a-lFN-a-2a avec soit le 
Murabutide, soit le Murametide : 

Des sujets sains subissent une serie de tests afin 
de demontrer leur capacite a etre inclus dans l'essai. 
lis recoivent par la voie sous-cutanee les melanges 
decrits dans le tableau I suivant de Murabutide (MOB) 
ou Murametide (MUM) avec de 1- Interferon a 2a (IFN a). 
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Les sujets sent suivis pendant les trois jours 
suivant I- administration de 1'IFN et/ou des muramyl- 
peptides et 1' ensemble des tests et des examens 
necessaires a la realisation d-un essai de phase I sont 

effectues* m 

r ,^j e ulier sont PratiqU8g 

" Analyse hematologique avec comptes de globules 
blancs au moment de 1' injection puis aux temps 6h, 12h, 
24h, 36h, 60h et 72 heures apres injection. 

Des echantillons de sang sont preleves avant 
1. injection et 6h, 24h et 48 heure apres 1- injection, 
pour recueillir le serum afin d-effectuer les dosages 
de Neopterine, Interleukine 1,6 et 8 G-CSF, IL-1 RA et 
de TNF-cr . 

Les comptes leucocytaires sont effectues dans une 
compteur automatique de cellules COULTER COUNTER . 

L es echantillons de sang pour les dosages dans le 
serum sont centrifuges a 4'C a 3000 rpm pendant 10/ 
juste apres le prelevement. Les serums sont stockes a 
-20-C. Les comptes leucocytaires et les dosages de 
Neopterine et de cytokine sont effectues en utilisant 
des kits commerciaux. 

RESULT ATS PES EXAMENS ET DES TESTS 
1) Effets secondaires : 

Les effets secondaires qui ont ete repertories au 
cours des essais (tels que migraine, fievre et douleurs 
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articulaires) ont it* tres moderes. En particulier, les 
effets de type syndrome grippal observes aux fortes 
doses d'IFN 3M et 6M d- unites ne sont pas augmentes par 
la combinaison avec les muramyl -peptides bien qu'il y 
ait une forte augmentation de 1'activite biologxqu. d. 
l.IFH et apparition d'un profil modifie de cette 
activite avec synthese de nouveaux medxateurs 
biologiques. 

2) comptes l eueoeytaires : 

Les neutrophils sont les cellules qui sont les 
plus affectees par des traitements leucopeniants . C'est 
la baisse du taux de neutrophils qui est responsable 
de la baisse des defenses immunitaires non specifies 
chez les sujets soumis a la radiotherapie ou a une 
chimiotherapie cytotoxique et/ou myelotoxic . Pour 
simplifier la lecture, seuls done les comptes de 
neutrophils ont ete donnes a 1'heure ou leur varxation 
est la plus notable. 
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Tableau II 

Augmentation du nombre de neutrophils chez les 
volontaires sains apres administration de 1 • association 



muramyl-peptides-IFN a. 




Representent les valeurs les plus elevees observees 
pendant 24 heures apres 1 -administration, 
b: moyenne ± deviation standard. 

3 ) Dosages de la Neop terine : 

Les dosages sont effectues sur les serums preleves 
au temps 0, 24h et 48 heures. Un kit RIA 
(Radio immune Assay) (Behring Diagnostic, France) est 
utilise. Les resultats sont exprimes en nanomoles/ml, 
les valeurs normales varient de 4 a 9 nanomoles/ml. 
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Tableau III 









BFN a 








Muramyl 
peptide 


T 


0 




3 x 10 5 u 


10 6 u 




6x lC^u 


o 


0 
24 
4S 


Plicebo 
6.00 ± 0.80 
530 ± 0.40 
530 ± 0.40 


Tcmoin IFN 
6,03 1 1.58 
9,02 ± 2,75 
9.43 ±2,11 


Tcmoin IFN 
5,78 ± 2,03 
1031 ± 230 
1130 ± U7 


Tcmoin IFN 
3.26 ± 0,85 
9,20 ± 2.13 
9.72 ±2,90 


Tcmoin IFN 
332 ± 0,73 

\A *o + *i €9 
14*37 X 

14.80 ± 232 


Tcmoin IFN 
4.87 ± 230 
20,95 ± 3,73 
18J3 ± 2.62 


MUB 
35«/K« 


0 
24 


NT 


NT 


All 
533 ± 1,06 
9,78 ± 1.18 
10.67 ± 3.41 


AQ1 
5,06 ± 0,77 
13,00 ± 3,62 
12,41 ± 2.90 


™ AIV 
436 ± 034 

1731 ± 2,03 
18J01 ± 3.56 


AV 
531 ± 0,73 
22,61 ± 354 
2130 ± 635 


MUB 

100^f/Kc 


0 
24 
48 


TemoinMUB 
637 ± 0,99 
733 ± 0,75 
832 ± 139 


AVI 
5,97 ± 1,78 
1130 ±3,64 
11,76 ±4,87 


AVD 
4,91 ± 0,96 
12,43 ± 2.67 
13.42 ± 2.75 


Avm 

3.83 ± 0,82 
20,11 ±6,73 
18.13 ± 6,92 


ADC 
4,14 ± 0,49 
19,45 ± 4,09 
19.18 ± 4.00 


AX 
5,85 ± 0.68 
29,14 ± 057 
28.29 ± 0.92 


MUM 


0 
24 
48 


NT 


NT 


NT 


b in 

4,42 ± 0,70 
1148 ± 1.89 
1234 ± 2,41 


BIV 
5,67 ± 0,70 
1636 ±1,89 
1436 ± 3,47 


BV 
4,61 ± 130 
21,17 ± 2,17 
1833 ± 233 


MUM 
lOOpi/K* 


0 
24 
48 


Tcmoin MUM 
5.43 ± 0,66 
7.14 ± 1J00 
739 ± 137 


NT 


NT 


BVl 
530 ± 1,95 
1633 ± 233 
14.49 ± 4,72 


Bvn 

639 ± 1.62 
20.78 ± 2,90 
2033 ± 4.18 


Bvm 

4.06 ± 0.17 
18.41 ± 2,60 
16,10 ± 2,74 



On voit sur ce tableau qu'au temps 0 tous les 
sujets ont des taux normaux de Neopterine, que les 
sujets n'ayant recu qu'un placebo ont un taux constant 
de Neopterine et que le Murametide, ou le Murabutide a 
la dose de 100 nq/Kg n • inf luencent pas le taux de facon 

significative. 

Aux doses les plus faibles d' Interferon, 
1' association avec les muramyl-peptides permet 
d'obtenir des augmentations signif icatives du taux de 
Neopterine. A la dose la plus forte, le Murabutide 
administre a 100 jxg/Kg permet certes aussi d'obtenir 
une augmentation significative, mais beaucoup plus 
faible que celle observee avec 1 ' association. 

4) Dosages de 1 ' antaqoniste du recepteur de l'IL-1 
{IL-1 RA) : 

Les dosages effectues sur les serums des sujets 
ayant recus 10 6 unites d'IFN o sont rapportes dans le 
tableau suivant (tableau IV) et on voit un effet tres 
fort de 1' association muramyl-peptide et Interferon 
(ici aussi kit British Biotechnology Products Ltd.). 
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Tableau IV 

Quantite d' antagoniste du recepteur de l'IL-1 (IL-1 RA) 
presente dans le serum de volontaires sains, 6 heures 
apres 1 • administration de muramyl-peptides et d'IFN a. 



IFN-c administre 
(Notnbre (funites) 



Muramyl peptide administrf 



Com'.ose 



dose dig/Kg) 



Taux seriques dTL-l RA 
JPg/mlir 



Muiabutide 



100 



ITio 5 " 

3x 10 s 



Muiabutide 



0 

100 



258 ± 113 
10 294 ± 16 S54* _ 



1 x 10 6 
1x10 s 
1x10 s 



Murabutide 
Murametide 



0 

100 
100 



2 093 ± 1 278 



3x10" 
3 x10 s 
6xlC 
6x10* 



Murabutide 
Murabutide 



0 

100 
0 

100 



16 093 ± 1 621 
16 204 ± 1 879* 
7 332 + 3 215 



30 563 ± 23 410* 
15 523 ± 6 554 
66 8701 36 554* 



*: 



+: detectes 6 heures apres 1 ' administration de 
composes, les taux avant administration etaient tous 
inferieurs aux 200Pg/ml ; 

moyenne ± deviation standard chez les 6 volontaires 
d'un meme groupe ; 

taux substantiellement differents des taux induits 
par le seul I FN a (p<0, 05-p<0, 005 dans le test de 
Mann Whitney Rank) 

5) Dosages de l'IL-6 : 

Le dosage est effectue par un kit de dosage Elisa 
(British Biotechnology Products Ltd.) sur les serums 
preleves au temps 0 et apres 6 heures. Les chiffres 
expriment des pg/ml, les valeurs normales sont 
infer ieures h 6 pg. 
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IFN-a administrt 
ffjombretfunitfe) 

0_ 

lxlO 6 
lxlO 6 



Muramyli 
Compos6 
Murabutide 
Murametide 

Murabutide 
Murametide 



Murabutide 
Murametide 
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Tableau V 

iriile administrd 
dose pug/Kg) 



100 
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Taux senques dTL-6 
<M)<L 
2.80 ± 1.60 s 
4.30 ± 1.80 
2.00 ± 1-70 
15.00 ±12.00* 
v\ 00 ± 30.00 _ 
3.60 ± 0.40 ^ 
30.00 ±23.00* 
*1 00 ± 19.00 _ 



Murametide \ ■ '^..taires sauf celui 

7 : chaque'g Toupe comprenait 6 volontair 

POUr le --^^ r=:r io : ; — 

compose detecte ; 
S: .oyenne ± deviation standar ^ des taux induits 
.: taux substantielleraent dif ferents a 

par le seul I FN « (p<0,05-p<0,005 dans le 
Mann Whitney Rank) 

on voit sur 1. «hleau V „•» toutes 1- 
«„di.e S le Muraoutide et Interferon ont „x de fe,on 
synergique. 

« r-^« - - - 

de British Biotechnology Products Ltd. (of. WM— «) 
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Tableau VI 

Quantite de G-CSF presente dans le serum de volontaires 
sains avant et 6 heures apres 1 • administration de 
1' association muramyl-peptides et IFN o. 



IFN-a administrc 
(Nombre d'unitcs) 



0 
0_ 
lx 1< 
lxlO 6 
1x10 s 



Muramvl peptide administre 



Compost 



3x10* 
3 x10 s 
3x 10 s 
6x10" 
6 x10 s 
6x10 s 



Murabutide 
Murameride 

Murabutide 

Murameride, 



Murabutide 
Murameride 



Mnrabutide 
Murametide 



dose(ltf/Kg) 



100 
100 
0 

100 
100 



0 

100 
100 



0 

100 
100 



Taux senoucs <*e G-CSF apres 



Oheure 



<10 
6 1 ± 103' 
<10 
<10 
< 10 



<10 

< 10 

< 10 



<10 
<10 
12 ±13 



18±9 
73 ± U5 

13 ± 10 
58 ± 51 x 
98±81*_ 



17 ±21 
77±65 
79 ± 83 



17 ±26 
140 ± 168 
284 ±42? 



chaque groupe comprenait 6 volontaires, sauf celui 
qui a recu le murametide est le seul qui ne 
comportait que 4 volontaires ; 
X: moyenne ± deviation standard ; 

*• taux substantiellement differents des taux induits 
par le seul IFN a (p<0, 05-p<0, 005 dans le test de 
Mann Whitney Rank) 

Dans ce cas egalement on constate une activite 

synergique des muramyl-peptides et de l'IFN pour 

induire du G-CSF. 



7) 



Dosages 



du recepteur soluble a» tkf (STNF-R) 



ces dosages sont effectues par un test ELISA dans 
le serum des sujets ayant un 6M d' unites d * IFN . A cette 
dose, il y a deja une augmentation notable du taux de 
STNF-R mais 1' addition de murabutide permet une 
augmentation significative de la secretion de ce 
mediateur. 
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TRATTEMENT 



IFN - a 

unites 



6 x 10 6 



Murabutide 
(ug/Kg) 
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Tableau VII 



Taux de sTNF-R dans le senim 
/ml) 



Oheure 



100 



195 ±28 



229 137 



6heures 



216 ±65 



389 ±95 



Augmentation nette 
'ml) 



31 ±37 



159 ±108 



5761139 



345 ±120* 



significativement different des taux induits par 
i-IPH-a seul (p =0,005 Mann Whitney Rank Test) 

8) nn M « 9 de l' -".-n f THF a : 

Ces dosages ont ete effectues dans les Ben.es 
conditions et aucune de ces cytokines n'a pi , etxe »-e 
en evidence dans les serums testes. Les kits ut.l.ses 
sont tous de British Biotechnology Products Ltd. 



9) 



DBUXIBME SERIE D'ESSAIS : 
9 1. Association d'lFM at de MURABUTIDE s 

Les sujets ayant participe a 1 'etude ont ete 
examines pour determiner 1' influence des differents 
traltement* sur Lapparition eventuelle des s.gnes 
cliniques suivants : mal de tete, arthralgie-myalgie^ 
fievre, frissons, asthenie, nausees-vomissements. Le 
resume des observations effectuees est donne sur le 
tableau VIII. 
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On voit sur ce tableau que les effets 
secondaires observes sont a peu pres equivalents dans 
tous les groupes. Le groupe qui a recu les 6 MU d'IFN 
seul presentant un taux de frequence et d'intensite 
xuoyennes des effets secondaires egal ou superieur a 
tous les groupes associant IFN-a et Murabutide ; pour 
certains de ces effets, on peut observer notamment dans 
1- association IFH(6 MU) + Murabutide une diminution de 
la frequence et de 1'intensite des effets secondaires. 

Le tableau IX montre les effets biologiques 
obtenus dans les mea.es groupes, ces resultats indiquant 
que les effets biologiques obtenus associant le 
Murabutide ou le Murametide avec !• interferon a a 1 MU 
sont au Boins egaux ou superieurs a ceux obtenus avec 
1' interferon a seul a la dose de 6 MU. 
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II est done tres clair d' apres ces tableaux 
que 1- invention penaet de benef icier des effets 
synergiques de 1 'association Murabutide-cytokines dans 
les effets recherches sans que les effets secondaires 
soient augmentes. II faut noter que 1 • administration de 
1 MU d'IFN associe au Murabutide ou au Murametide est 
plus active que celle de 6 MU d'IFN seul. De plus, 
l'activite des 6 MU est magnifiee par 1' addition de 
Murabutide ou de Murametide mais les effets secondaires 
diminues . 

2) Administrations repe tees chez l'homme : 
Des essais de phase i/IIa ont ete realises 

sur 3 groupes de 6 volontaires sains qui ont recu les 

traitements suivants aux jours 1, 3 et 5 : 

a) IFN-cr2a(l MU) Roferon, 

b) Murabutide 7 mg 

c) 1 ' association des deux immunostimulants . 

Ces traitements ont ete tres bien toleres et 
en particulier aucun effet secondaire notable n'a ete 
constate chez les sujets du groupe C meroe apres la 
troisieme injection. 

Le potentiel therapeutide des traitements a 

ete evalue : 

a) en examinant les effets secondaires : 
En etudiant leur influence sur le nombre de 
neutrophiles circulants. Les resultats transcrits sur 
le tableau X montrent que 1 -association Murabutide + 
I FN permet d'obtenir une augmentation du nombre de 
neutrophiles signif icativement plus importante que 
celle obtenue par les immunostimulants administres 
seuls et de fa?on interessante ce phenomene est aussi 
marque apres la cinquieme qu' apres la troisieme 
injection. 
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Traitement 


Jour du 
Traitement 


Comptes de neutrophiles 
(% de la ligne de base) 
apres : 




3 

heures 


6 

heures 


12 
heures 


. IFN-alpha 
. Murabutide 
. IFN-alpha + 
murabutide 


1 
1 
1 


124±27 
139±26 
112122 


122130 
256151 
187170 


151120 
227146 
156160 


. IFN-alpha 
. Murabutide 
. IFN-alpha + 
murabutide 


3 
3 
3 


121±35 
133+24 
116119 


126154 
182127 
2661112 


151151 
176159 
205147 


. IFN-alpha 
. Murabutide 
. IFN-alpha + 
murabutide 


5 
5 
5 


104111 
107119 
106111 


117127 
150128 
2101103 


149121 
153123 
205156 



b) en analysant 1 1 influence des differents 
traitements sur 1 ! induction de gfcnes choisis pour leur 
importance dans la manifestation de l'activite 
biologique de 1 1 interferon. Ces experiences ex vivo ont 
ete effectuees sur les cellules du sang circulant des 
sujets traites. 

Les produits des genes suivants : PKR, MxA, 
2-5 OAS , 9-27 et 15 Kd sont les mediateurs des 
activites antitumorales et antivirales de l'IFN, il est 
done important de verifier que le Murabutide associd a 
l'IFN permet d'obtenir des niveaux d' induction au moins 
egales a ceux observes avec l'IFN seul. 

L' analyse des mRNAs produits par les cellules 
des sujets des differents groupes a ete effectuee par 
la technique des "Northern blots" et par hybridation 
avec des sondes nucleotidiques specifiques suivant 
Schreck et al 1992, Clin. Exp. Immunol, vol. 90, p. 
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188-192. Cette etude a porte sur des cellules prelevees 
4 heures apres les traitements car c'est le temps le 
plus precoce pour observer 1 ' influence de l'IFN sur 
1' induction des genes sensibles a son action. 

Les resultats obtenus montrent que 
!• association Murabutide-IFN est au moins aussi active 
que l'IFN seul pour activer les genes consideres. 

L- ensemble des resultats obtenus dans les 
essais cliniques ou 1 ' association Murabutide-IFN a ete 
administree 3 fois a deux jours d'intervalle montre : 

- que des traitements repetes sont aussi bien 
toleres que les administrations uniques, 

- que l'activite biologique de 1 "association 
se manifeste apres la troisieme 
administration avec la raeme amplitude 
qu' apres la premiere en particulier en ce qui 
concerne 1 ' augmentation du nombre des 
neutrophiles et 1- induction des genes 
impliques dans les activites antivirales et 
antitumorales . 

3) Experiences in vitro sur 1' influence de 
1' association Murabutide et TFN-a sur la 
svnthese de mediato rs oar les monocytes 
humains : 

Du sang preleve a des volontaires sains a ete 
incube in vitro avec differentes combinaisons associant 
le Murabutide et l'.IFN-a. Le Murabutide a ete utilise a 
la dose de 20 /ig/ml et l'IFN de 30 a 100 /i/ml. A 
differents temps au cours de cette incubation, des 
echantillons du sang sont preleves et les cellules 
mononucleees separes sur gradient de Ficoll. Le RNA 
total est extrait, purifie et separe par 
electrophorese. II est ensuite analyse suivant la 
methode de Schreck afin de determiner par technique 
d' hybridation quels sont les genes qui ont ete induits 
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par le traitement. Cette technique a permis de montrer 
que des cytokines tres importantes sent produites par 
les cellules sous 1' influence de 1' association 
Murabutide-IFN-o a c6te des cytokines comme l'IL-1 RA, 
le STNFR2, l'IL-6 et le G-CSF dont la presence peut 
etre decelee dans le serum. Les resultats indiques dans 
le tableau XI et obtenus in vitro confident les 
observations faites au cours des essais (decrits plus 
haut) effectues in vivo chez des volontaires sains et 
montrant la presence d'IL-1 RA, de STNFR2, d'IL-6 et de 

G-CSF dans les serums. 

D'autres cytokines, l'IFN-y et l'IL-12, dont 
le role de mediateurs intercellulaires est tres 
importar-, ne peuvent etre decelees dans la circulation 
mais les techniques d'hybridation ont montre des 
quantites elevees de leur RNAs correspondants . Ces 
cytokines sont tres impliquees dans la defense centre 
les infections intracellulars. 

TABLEAU XI 



Incubation des 



Taux moyens des cytokines secretees 



IFN-alpha 


Murabutide 

20 Mg/rai 


IL-6 
pg/ml 


STNFR2 
pg/ml 


IL-1 RA 
ng/ml 






1.111.6 


9581290 


0.3+0.2 




+ 


15.5±11.3 


11711478 


7.816.0 


30 u 




1.911.7 


10981222 


3.514.6 


30 u 


+ 


460.81330.9 


19531483 


50.8143.8 


100 u 




1.510.6 


11501286 


5.014.5 


100 u 


+ 


400.81313.4 


14861625 


52.0155.2 
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4) Experiences in vivo chez la souris swiss 

montrant l'»ctivite de 1 'association du 

Murabutide-TFN dans un modele de choc 

toxigue: 

Ces experiences inontrent l'effet de 
1' association du Murabutide-IFN dans un modele de choc 
toxique et, en particulier, un effet protecteur contre 
le choc endotoxique et une activite synergique avec 

1' interferon. 

L' administration de D-galactosamine avec du 

lipopolysaccharide (LPS) dans des souris swiss a pour 
propriete d'induire un choc endotoxique avec au moins 
70% de mortalite dans les 24-48 heures. L'effet 
prophylactique ou therapeutique du Murabutide a ete 
etudie dans ce modele afin d'evaluer son activite 
anti-inflammatoire lorsqu'il est administre seul ou en 
combinaison avec IFN-ot/ p . Le pretraitement des souris 
avec le Murabutide ou avec 1- interferon ot//3 ne fait pas 
apparaitre un effet prophylactique a l'egard d'un 
challenge avec le melange galactosamine/LPS (Tableau 
XII). Au contraire, le pretraitement avec une 
combinaison de Murabutide et d- interferon <*//J induit 
une protection significative avec une incidence de 
mortalite de seulement 33% (contre 78% dans les 
controles) . 

L' administration de Murabutide dans les 
souris 1 heure apres 1' induction du choc endotoxique a 
un effet curatif significatif qui est bien meilleur que 
celui induit par 1 ' administration de 1' interferon a/fi. 
D' autre part, le traiteroent avec une combinaison de 
Murabutide et d' interferon a//3 demontre une activite 
therapeutique hautement synergique avec pres de 80% de 
protection des souris contre la mortalite due au choc 
endotoxique. 
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Les resultats montrent clairement que la 
combinaison d ' interferon a/fi + Murabutide conduit a une 
diminution drastique de la mortalite des souris 
eprouvees par la D-galactosamine et le LPS, que ce soit 
en prophylactique (33% de mortalite contre 75% a 81% en 
1'asbence de cette composition) et 12% de mortalite en 
therapeutique contre 30% a 73% en 1- absence de la 
combinaison IFN-a//3 + Murabutide. 

9.2. Associatio n avec le GM-CSF : 

Des etudes similaires a celles decrites plus haut 
ont ete realisees pour etudier 1 • association 
Murabutide-GM-CSF. Ces etudes ont ete faites in vitro 
sur les cellules de volontaires sains apres incubation 
avec les immunomodulateurs seuls ou associes. 

a) Analyse au niveau de RNA : 

Chez tous les donneurs testes, on a pu observer 
une induction de la synthese du recepteur de 
1 • interf eron-7 et de la synthese de 1'IL-IRA. 

b) Analyse des surnageants : 

Certaines cytokines ont ete recherchees et 
mesurees dans les surnageants (voir tableau XIII). 
Cette analyse confirme que des quantites importantes 
d'IL-1 RA sont produites sous 1' influence de 
1« association indiquant que le Murabutide devrait 
permettre une meilleure tolerance du GM-CSF dont une 
partie des effets secondaires sont lies a des 
phenomenes inflammatoires. 

Les resultats obtenus dans ces experiences 
indiquent done que comme dans le cas de l'IFN, 
1- association Murabutide-GM-CSF permet 1- induction 
importante de mediateurs n ' apparaissant pas lors des 
traitements separes. De plus, 1' induction de ces 
mediateurs indique que le Murabutide doit augmenter la 
tolerance a 1 ' administration de GM-CSF. 
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TABLEAU XIII 



Incubation des 
cellules 



Cytokine 
(ng/ral) 



Murabutide 
20 ng/wl 



Taux moyens des cytokines secretees 



IL-6 

pg/ml 



STNFR2 
pg/ml 



IL-1 RA 
ng/ml 



GM-CSF(l) 
GM-CSF(l) 
GM-CSF(5) 
GM-CSF(5) 



1.1+1.6 
15.5±ll-3 

2.0±1.5 
34.8±25.2 

2.3±2.1 
52.8170.9 



9581290 
1171+478 
1027+624 
1396+341 
1359+350 
1970+545 



0.310.2 
7.8+6.0 
4.0+1.4 

57.1+26.9 
8.7+10.0 

76.3+47.0 



9.3. Association avee l'lL-2 : 

1) Experience in vivo chez la souris utilisant le 
Murametide : 

L'lL-2 a montre avoir des effets therapeutigues 
importants dans des cas de carcinoses renaux 
metastasiques et de melanomes malins. Son utilisation 
est neanmoins limitee par ses effets toxiques tres 
importants qui produisent un syndrome ressemblant au 
choc toxique qui peut etre lethal dans 25% des cas. 

Un modele murin a ete developpe chez la souris 
C3H/HeN. Des cellules de sarcome KHT sont administrees 
par la voie veineuse. Apres 4 jours et 6 jours elles 
sont traitees par : 

a) le murametide seul, 

b) l'IL-2, 

c) 1' association des deux immunomodulateurs, 

d) un quatrieme groupe n'est pas traite. 

- Murametide en combinaison avec 1 • interleukine-2 comrae 
traitement en immunotherapie pour les cancers 
dissemines : 



FEU1UE DE REWPLACEMENT (RfeGLE 
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L'immunotherapie avec l'IL-2 a ete demontree comme 
efficace dans le traitement des carcinomes 
aetastatiques de cellules renales et de melanomes 
ma iins. En depit de son efficacite, 1 -administration 
d'IL-2 est accompagnee d'une serie d'effets secondares 
de type septique qui ont limite les doses 
administrates et restreint son utilisation uniquement 
dans des centres medicaux specialises. Quand il est 
administre avec l'IL-2, le peptide adjuvant du 
murametide reduit la toxicite de l'IL-2 chez les souns 
porteuses de tumeurs. Les souris recevant l'IL-2 seule 
s'agglutinent entre elles et sont generalement 
inactives. Dans les etudes de survie, les souris 
recevant la combinaison d'IL-2 et du murametide 
survivent a celles recevant l'IL-2 seule. Bien que le 
murametide seul n'a aucune activite antitumeur dans la 
souris porteuse de metastases de sarcome pulmonaire, la 
combinaison d'IL-2 et de murametide est plus efficace 
que l'IL-2 seule. Ces donnees preliminaires suggerent 
que le murametide peut etre utile en combinaison avec 
l-IL-2 comme moyen de reduire la toxicite de fortes 
doses de traitement a l'IL-2. 

2) Experiences in vitro sur des cellules humaines 
utilisant le Murabutide : 

Dans des experiences realisees sur des cellules de 
volontaires sains, il a ete montre que 1 • association 
IL-2 avec le Murabutide permet d'obtenir un taux tres 
eleve de RNA codant pour l'IFN- 7 et l'IL-12. Ces 2 
cytokines sont essentielles pour 1' activite 
antitumorale. II faut noter qu'il n'y a pas de synthese 
de TNF dont la production lors de traitements par IL-2 
est responsable d'une grande partie des effets 
secondaires en particulier la cachexie. 

L' ensemble des resultats in vivo et in vitro 
obtenus indique clairement que 1 ■ association du 
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Murabutide avec l'IL-2 doit permettre un meilleur effet 
therapeutique avec moins d' effets secondaires a la fois 
parce que des doses d'IL-2 moins importantes seront 
necessaires et parce que le Muramedite ou le Murabutide 
diminuent les effets toxiques de l'IL-2. 

Les resultats obtenus montrent done ce qui suit : 
A) Notamment a oropos de 1 ' interferon; 
a) A des doses pour lesquelles il est incapable de 
modifier signif icativement le taux de synthese de 
Neopterine lorsqu'il est adroinistre seul, 
1' association de l'IFN a avec le Murabutide ou le 
Murametide pennet d'obtenir des taux importants de 
ce marqueur. Aux doses plus elevees d'IFN, 
1 • association permet une elevation significative 
de son taux. La neopterine etant consideree comme 
un des marqueurs principaux de l'activite de 
1' interferon au niveau des macrophages humains, 
ces resultats montrent done que les effets de 
l'IFN o lies a 1' activation de ces cellules 
peuvent etre obtenus avec des doses reduites, bien 
tolerees ; une remarque similaire s' applique a 
l'IL-1 RA dont on observe des taux extremement 
eleves apres administration de 1 • association. On 
peut meme observer qu'il y a une activite 
synergique entre I FN et murabutide ou murametide 
et que l'on obtient un effet-dose, 
puisqu'approximativement un doublement du taux 
d'IL-1 RA est obtenu quand la dose d'IFN est 
doublee. La meme observation peut etre faite pour 
STNF-R qui est induit par I FN seul mais faiblement 
en comparaison des taux induits par 1 ' association. 

b) L' association l'IFN avec le muramyl-peptide permet 
d'obtenir des comptes leucocytaires plus eleves 
que ceux des temoins ; 

c) L' association des muramyl-peptides avec l'IFN a a 
de plus provoque la secretion selective d'autres 
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cytokines ou mediateurs immunitaires. En effet, on 
peut noter chez 1« sujets traites par 
1. association, qu'il Y * des differences 
significatives entre leur taux serique d'IL-6, de 
G-CSF et de STNF-R et ceux des sujets traites par 
l'IFN seul ou le Murabutide seul. Par contre, on 
n' observe pas d • augmentation des taux d'IL-1, 
d'IL-8 ou de TNF ot . Cet effet selectif, de 
!• association des muramyl-peptides 
I- interferon sur la secretion de cytokines est 
tout a fait inattendu et particulierement 
interessant. II ne pouvait etre predit a partir 
des proprietes connues des deux composants 
administres seuls. Cette decouverte off re des 
possibility d- applications tres interessantes . 

B) Le G-CSF est la cytokine responsable de la 
differentiation des cellules souches vers la lignee 
granulocytaire et de leur regeneration apres un 
traitement myelotoxic et l'IL-6 et est egalement tres 
impliquee dans 1 -hematopoiese. Ainsi la possibilite 
d'associer a 1'activite de l'IFN a exogene les 
activites des G-CSF et IL-6 endogenes induites par cet 
IFH a exogene administre a l'hdte, constitue une avance 
therapeutique importante. En effet : 

a) cette association se fait dans des conditions 
d'effets secondaires minimums ; les doses d'IFN 
necessaires sont peu elevees ; 

b) elle intervient dans des conditions beaucoup plus 
physiologiques de dosages et de disponibilite que 
si l-on administrait un -cocktail" des cytokines 
correspondantes ; 

c) 1' absence de secretion de TNF, d'IL-1 et d'IL-8 
est un element particulierement favorable, 
d'autant plus qu'il y a secretion de STNF-R qui se 
combinant a d'eventuelles quantites de TNF 
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neutraliserait son action comme le ferait IL-1 RA 
dans 1 ' eventualite d'un quantity active d'IL-1. 
Cet ensemble de donnees conduit a de nouvelles 
applications therapeutiques en medecine humaine et 
a un elargisseraent des domaines d' application 
therapeutique existants. En particulier : 
1. toutes les situations ou l'interet therapeutique 
de l'IFN a peut desormais etre mis en evidence. 
En particulier, 1' invention permet 1' extension 
des interferons sous cette forme d' associations a 
des traitements d' affections tumorales qui ne 
sont guere envisagees a ce jour, essentiellement 
en raison de la trop grande importance relative 
des effets secondaires examines plus haut. On 
peut penser au sarcome de Kaposi a la leucemie 
chronique myeloide, a differents carcinomes, au 
myelome multiple, au melanome, a diverses 
leucemies et lymphomes. L' invention permet, grace 
a l'effet de stimulation exercee quant a la 
production de cytokines therapeutiquement utiles, 
de reconstituer au moins en partie les systemes 
complexes biologiques physiologiques normalement 
impliques dans le maintien de 1 'homeostase, grace 
a 1 ' interaction de leurs constituants avec 
d'autres facteurs de regulation solubles ou 
associes aux cellules. 
2. plus particulierement les situations impliquant 
un deficit des lignees granulocytaire spontane, 
comme dans le cas de syndromes myelodisplasiques, 
ou induit par des traitements medicamenteux, 
notamment a base de cytokines. L'un des grands 
avantages de 1 -utilisation de 1 -association 
conforme a 1' invention reside dans la protection 
de l-h6te contre les actions leucopeniantes des 
memes cytokines utilisees seules, de sorte que 
des composes cytotoxiques mettant en oeuvre la 
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cytokine appropriee, notamment pour le traitement 
de cancers, de maladies infectieuses, ou de 
deficiences d'origine genetique peuvent etre 
prolonges jusgu'a autoriser un effet curatif plus 
sur. En d'autres termes, 1 'association permet 
soit un ralentissement de la depletion, soit meme 
une suffisante restauration du systeme 
granulocytaire (voire meme une reparation de la 
moelle) chaque fois que celle-ci est affectee par 
un traitement cytotoxique (chimiotherapie ou 
radiotherapie cancereuse, traitement du SIDA par 
l'AZT) et/ou immunosuppresseur. Une association 
peut aussi etre utilisee dans des situations 
conformes a 1' invention (cytokine et muramyl- 
peptide) ou les agents cytotoxiques utilises sont 
differents de la cytokine de 1 'association, 
concurremment avec le traitement cytotoxique du 
genre en question, ou chaque fois que le 
traitement avec 1' agent cytotoxique est 
interrompu aux fins de permettre une restauration 
des phagocytes, des plaquettes sanguines et une 
stimulation de la moelle osseuse. Enfin, 
1" invention ouvre la voie a une reconstitution 
plus rapide du systeme hematopoietique chez des 
personnes dont le systeme immunitaire avait ete 
auparavant inhibe, voire meme detruit, par 
exemple pour autoriser une transplantation de 
moelle osseuse ou plus generalement de tissus ou 
organes allogenes. 

L' induction d'IL-6 permet aussi de penser que 
1' association a un effet sur la 
megacharyocytopoiese et done sur la regeneration 
des plaquettes. Ceci a d'ailleurs ete observe 
chez quelques uns des sujets qui ont ete suivis 
sur deux semaines. 
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Dans le cadre de cet effet antineutropenique ou 
antileucopenique, 1 ' invention est egalement relative a 
des compositions comportant une association d'une 
cytokine, par exemple 1' interferon ou une interleukine 
en association d'une part avec le GM-CSF et, d' autre 
part, avec un muramyl-peptide et notamment un 
Murabutide ; en effet, comme nous l'avons vu, la 
cytokine a un effet therapeutique chez l'homme de 
diminution des tumeurs ou d'une infection virale, mais 
parmi tous ces effets secondaire, elle confere au 
patient un neutropenie ou une leucopenie grandement 
pre judiciable . 

Le GM-CSF , quant a lui, lorsqu'il est administre 
seul confere des effets secondaires de type 
inflammatoires tres import ants aux patie- s. Mais, il a 
egalement un *tte: antineutropenique ou 

antileucopenique par 1 ' augmentation du nombre de 
neutrophiles et de leucophiles dans le sang ; nous 
avons vu que le muramy 1-peptide , tel le Murabutide ou 
le Murametide, repare egalement 1' effet neutropenic^ 
ou leucopenique des cytokines. 

L- association du GM-CSF, d'une cytokine, par 
exemple de 1' interferon ou de l'IL-2, et du muramyl- 
peptide est done une association de trois produits : le 
Murabutide et le GM-CSF ayant un effet reparateur 
cumulatif de la neutropenie et permettant d'eliminer 
les effets secondaires du GM-CSF seul. 

C) On observe egalement une production importante 
d'IL-1 RA et de STNF-R en 1' absence de secretion de 
TNF, d'IL-1 et d'IL-8. Ceci conduit a un second volet 
d' applications. Tout d'abord vers la prevention et le 
traitement du choc septique dans lequel l'IL-1 et le 
TNF jouent un r61e primordial. Les autres indications 
sont toutes celles ou il est necessaire de s'opposer a 
1' inflammation, comme dans les cas d'arthrites 
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rhumatoides ou de certaines maladies auto-immunes ou de 
maladies induites dans le cas de transplantations de 
moelle, de tissus ou d'organes, par une reaction du 
greffon contre l'hote. 

D) Naturellement 1 'association est tout aussi utile 
pour le traitement de maladies virales telles les 
hepatites chroniques C ou B ou des infections virales 
respiratoires, qu'il s'agisse d'un traitement dans 
lequel la cytokine est directement impliguee en sa 
capacite anti-virale (par exemple cas de 1 • interferon) 
ou d'un traitement de substitution ou s ' intercalant 
entre des traitements antiviraux qui doivent etre 
interrompus par intermittences (par exemple inhibition 
de la multiplication virale de HIV par l'AZT ou 
d'autres derives de nucleosides ayant une spectre 
d' action antivirale similaire) . 

D'une facon generale, 1' invention concerne done 
toute association repondant aux criteres sus-indiques, 
contenant, le cas echeant, en outre un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. Sans qu'il y ait lieu de 
s'y limiter ces compositions pharmaceutiques sont 
avantageusement constitutes de solutions pouvant etre 
administrees par voie parenterale, notamment sous- 
cutanee, intraveineuse, ou par perfusion. Les muramyl- 
peptides peuvent etre administres oralement soit seuls, 
soit sous une forme galenique assurant leur protection 
(par exemple, en capsulation dans des liposomes 
capsules ou microspheres permettant le f ranchissement 
de la barriere gastrique. II en est de meme pour les 
cytokines utilisees, notamment les interferons. 

Dans le cas de 1 ' association interferon et 
muramyl-peptide, les doses preferees d'IFN pour une 
injection seront de l'ordre de 5 x 10 4 a 5 x 10 6 (0,05M 
a 5M) Unites internationales et les doses de muramyl- 
peptide, notamment de murametide ou de murabutide, sont 
de l'ordre de 10 fig a 250 /ig/Kg- 
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Pour le cas des associations GM-CSF et muramyl- 
peptides, des doses preferees seront respectivement de 

I & 25 MgAg de GM-CSF pour 10 Mg a 250 Mg/Kg de 
muramyl -peptides . 

II va de soi que les doses indiquees ci-dessus 
n'ont d' autre valeur que celle d'illustrer I 1 invention. 

II releve naturellement du clinicien de determiner 
quelles seront les doses h associer des constituants de 
1' association, selon I'etat du patient et de 
1' affection dont il souffre. 

L 1 invention concerne aussi 1 'association avec 
l'IL-2 qui possede des activites anti-tumorales 
reconnues, en particulier vis-a-vis des metastases du 
carcinome renal ou d'autres cancers, mais dont 1' index 
therapeutique est extremement faible. Les doses 
preferees pour une injection seraient de 1 a 10 
millions d* unites Kg/ jour d'IL-2 associees & de 10 fig 
a 250 Mg/Kg de muramyl -peptides. 

A titre d'exemples suppl£mentaires, 1' invention 
concerne aussi les associations avec un muramyl -peptide 
du genre indiqu£, de IL-6, de IFN7 et/ou du facteur 
TGF/J (abreviation anglaise de "Transforming Growth 
Factor" ou "facteur de transformation de la 
croissance") • On leur attribue une implication 
importante dans la regulation negative 
d 1 immunoglobulines de classe IgE, responsables de 
phenomfenes allergiques. Par "regulation negative", il 
faut entendre une reduction de la production 
d 1 immunoglobulines de classe IgE relativement a la 
production d'autres immunoglobulines notamment des igA 
et IgG. L 1 administration de 1 'association d'une ou 
plusieurs de ces cytokines en association avec un 
muramyl-peptide permet une modulation du profil des 
immunoglobulines synth£tisees par les cellules du 
systeme immunitaire, dans un sens favorisant la 
production de IgG et IgA par rapport a celle des IgE, 
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voire meme au detriment de celles-ci. Ce resultat 
temoigne de la possibility d'utiliser 1 ■ associate 
conforme a 1' invention pour le traitement des allergies 
en therapeutique . 

Les doses de chacun des constituants de 
1. association, notamment lorsqu'il s'agit de les 
administrer par voie parenteral, seraient notamment 
les suivantes, pour environ de 10 »g a 250 „g/Kg de 

muramyl-peptide : 

- de 0 05 M a 10 M d'UI d'IFN 7 /kg et par Dour, de 
preference 0,5 M d'UI/kg/jour a 5 M d'UI/kg/jour 
et encore de preference de 1 M d'UI/kg/jour a 5 M 
d'UI/kg/jour, 

- de 0,5 >ig a 100 jig/Kg de TGF/3, et/ou 

- de 0,1 tig a 25 ng/Kg de IL-6. 

II va enfin de soi que les revendications qui 
suivent ne peuvent qu'etendre leurs effets a des 
compositions, qui mettraient en jeu en association avec 
la cytokine choisie, une molecule du type muramyl- 
peptide utilisable en clinique humaine ou une molecule 
qui en presenterait les proprietes biologiques 
essentielles. On mentionnera a titre d'exemples les 
produits suivants : 

- Nac Mur-L-Thr-D isoGln-sn glyceryl dipalmitoyle 

- NAc-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala-2 (!• , 2 -dipalmitoyl) - 
sn-glycero-3«-phosphorylethylamide (MTP-PE) ; 

- N 2 (Nac-Mur-L-Ala-D-isoGln) N 6 -stearoyl-L-Lysine 
(Muroctasine) ou MDP-Lys (L18) ; 

- NAc-glucosaminyl-NAc-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala- 
Glyceryl-dipalmitate (DTP-GDP) ou NAc-glucosaminyl-NAc 
-Mur-L-Thr-D-iso-Gln-L-Ala-Glyceryl-dipalmitate ; 

- N ac-Mur-L-Thr-D-isoGln ; 

_ Nac -Mur-D-Ala-D-isoGln-l, 2-dipalmitoyl-sn-glycerol 

- Nac-Mur-D-Thr-D-isoGln-1 , 2-dipalmitoyl-sn-glycerol 
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- Les analogues du MDP dans lesquels le 2*~ acide 
amine, la glutamine est remplacee par une Norleucine, 
et qui sont depourvus d'activite pyrogene ; 

- Les derives ou analogues (obtenus par fractionnement 
ou mieux par synthese) de produits bacteriens 
suffisamment depourvus de toxicite, notamment de 
pyrogenicite, parmi lesquels des endotoxines, notamment 
monomeres ou peptidoglycanes , capables d'activer les 
cellules- inmunologiguement competentes et d'induire des 
cytokines chez 1' nomine. 
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REVENDICATIONS 



1. composition associant, aux fins de leur 
application en therapeutique humaine, au moins une 
cytokine naturelle ou recombinante, de preference 
humaine, avec au moins un muramyl -peptide choisi parmi 
ceux qui, lorsqu'ils sont administres in vivo en 
association avec un interferon, induisent egalement la 
production accrue in vivo d'un antagoniste IL-1 RA du 
recepteur de 1 • interleukine I et, de preference, 
n- induisent pas un accroissement des cytokines IL-1, 
TNF et IL-8. 

2. Composition selon la reveridication 1, 
caracterisee en ce que, dans les conditions 
d- administration susdites, lesdits muramyl -peptides 
induisent egalement in vivo une synthese accrue de IL-6 
ou de G-CSF ou des deux a la fois. 

3. composition associant, aux fins de leur 
application en therapeutique humaine, au moins une 
cytokine naturelle ou recombinante, de preference 
humaine, avec au moins un muramyl -peptide choisi parmi 
ceux qui, lorsqu'ils sont administres a l'homme avec 
une cytokine therapeutiquement active mais ayant des 
effets antineutropeniques ou anti-leucopeniques , ou les 
deux a la fois, sont capables d'induire un 
ralentissement, voire meme une restauration du systeme 

granulocytaire . 

4. composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le 
muramyl-peptide presente la formule generale suivante : 
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P 



H,OH 



R - CH - CO 4 X i NH - CH - CO-R7 

(CH2)2 
I 

COR8 

dans laquelle le groupe R est un hydrogene ou un groupe 
methyle ; X est L-alanyle, L-leucyle, L-isoleucyle, L- 
valyle, L-threonyle, L-(N-methyl) - alanyle et R 7 et R 8 
sont independamment l'un de 1' autre, des groupes 
hydroxyle, amino, 0(CH 2 ) x H avec x - 1, 2, 3 , 4 ou 5. 

5. composition selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que dans la susdite formule 
general e: 

- R = CH 3 , 

- x est L-alanyle ou L-threonyle, 

- R 7 est un groupe 0(CH 2 ) x . H, avec x' - 1, 2, 3 ou 4, 

- Rb est un groupe amino ou un groupe 0(CH 2 ) x ..H, avec x" 
= 1, 2, 3 ou 4. 

6. Composition selon la revendication 5, 
caracterisee en ce que le muramyl -peptide est choisi 
parmi le MDP, le murametide, le murabutide, le 
muradimetide ou un homologue de l'un de ces produits se 
distinguant de celui-ci par la substitution d'un residu 
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L-threonyle au residu L-alanyle de son groupe 
peptidique. 

7. Composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le 
muramyl-peptide est choisi parmi l'un des muramyl- 
peptides suivants : 

- Nac Mur-L-Ala-D isoGln-sn glyceryl dipalmitoyle 

- Nac Mur-L-Thr-D isoGln-sn glyceryl dipalmitoyle 

- N Ac-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala-2 ( 1 • , 2 • dipalmitoyl ) - 
sn-glycero-3 ' -phosphorylethylamide (MTP-PE) ; 

- n 2 (Nac-Mur-L-Ala-D-isoGln) N 6 -stearoyl-L-Lysine 

(Muroctasine) ou MDP-Lys (L18) ; 

_ NAc -giucosaminyl-NAc-Mur-L-Ala-D-isoGln-L-Ala- 

Glyceryl-dipalmitate (DTP-GDP) ou NAc-glucosaminyl-NAc 
-Mur-L-Thr-D-iso-Gln-L-Ala-Glyceryl-dipalmitate ; 

- Nac-Mur-L-Thr-D-isoGln ; 

- Nac-Mur-D-Ala-D-isoGln-1 , 2-dipalmitoyl-sn-glycerol 

- Nac-Mur-D-Thr-D-isoGln-1 , 2-dipalmitoyl-sn-glycerol 

- Les analogues du MDP dans lesquels le 2*"* acide 
amine, la glutamine est remplacee par une Norleucine, 
et qui sont depourvus d'activite pyrogene ; 

8. Procede pour la production d'une composition 
mettant en oeuvre une cytokine therapeutiquement utile 
chez l'homme et pour le traitement des allergies, 
caracterisee en ce que les principes actifs de cette 
composition sont constitues par un muramyl-peptide et 
une cytokine tels qu'ils ont ete revendiques dans l'une 
quelconque des revendications 1 a 7. 

9. composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce que la 
cytokine est un interferon, notamment un interferon a 
ou un interferon p. 

10. Composition selon l'une quelconque des 
revendications la 8, caracterisee en ce que la 
cytokine est un CSF, notamment un GM-CSF. 
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11. Procede pour la production d'une composition 
penaettant la mise en oeuvre d'une cytokine 
therapeutiquement utile chez l'homme, mais dont les 
effets secondaires sont tels qu'ils reduisent les 
possibility d« administration de cette cytokine seule a 
1'homme, lorsqu'ils ne les interdisent pas 
completement, caracterise par 1- association de cette 
cytokine avec un muramyl -peptide tel que defini dans 
l'une quelconque des revendications 1 a 7. 

12. Procede selon la revendication 8, caracterise 
en ce que la cytokine est une cytokine telle qu'un 
interferon, notamment un interferon a, susceptible, en 
association avec le muramyl -peptide, d'induire une 
secretion in situ , chez le patient traite, de G-CSF 
et/ou d'IL-6 et/ou d'IL-1 RA. 

13. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee au 
traitement de cancers, de maladies infectieuses ou de 
def iciences genetiques compensables par la cytokine 
utilisee. 

14. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee a 
induire soit un ralentissement de la depletion, soit 
meme une suffisante restauration du systeme 
granulocytaire (voire meme une reparation de la 
moelle), que ces affections soient d'un caractere, 
spontane ou qu'elles resultent d'un traitement 
cytotoxique, radiotherapique et/ou immunosuppresseur. 

15. Procede selon la revendication 13 ou 14, 
caracterise en ce que la composition est destinee a un 
traitement mettant en oeuvre un agent cytotoxique 
distinct de la cytokine de 1 'association, concurremment 
avec le traitement cytotoxique du genre en question, ou 
chaque fois que le traitement avec 1' agent cytotoxique 
est interrompu aux fins de permettre une restauration 
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des phagocytes, des plaquettes sanguines et une 
stimulation de la moelle osseuse. 

16. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee a un 
traitement visant a favoriser une reconstitution plus 
rapide du systeme hematopoietic^ chez des personnes 
dont le systeme immunitaire avait ete auparavant 
inhibe, voire meme detruit, notamment pour autoriser 
une transplantation de moelle osseuse ou plus 
generalement de tissus ou organes allogenes ou meme 
xenogenes . 

17. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterisee en ce que la composition est destinee au 
traitement de maladies virales, qu'il s'agisse d'un 
traitement dans lequel la cytokine, notamment 
1- interferon, est directement impliguee en sa capacxte 
anti-virale ou d'un traitement de substitution ou 
s'intercalant entre des traitements conduits avec 
d'autres substances antivirales qui doivent etre 
interrompus par intermittences . 

18. Procede selon la revendication 17, 
caracterise en ce que la composition est destinee a 
permettre 1' inhibition de la multiplication virale de 
HIV par l'AZT ou d'autres derives de nucleosides ayant 
une spectre d« action antivirale similaire) . 

19. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la cytokine est un interferon ou 
un CSF, notamment un GM-CSF, et en ce que la 
composition est destinee a la prevention ou au 
traitement du choc septique dans lequel l'IL-1 joue un 
role primordial, au traitement ou a la prevention de 
processus inflammatoires, comme dans les cas 
d'arthrites ou de certaines maladies auto-immunes. 

20. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la cytokine est une IL-2, et en 
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ce que la composition est destinee au traitement de 
cancers . 

21. Procede selon la revendication 11 ou 12, 
caracterise en ce que la composition est destinee a 
pallier les effets de medicaments inducteurs ou 
d- infections inductrices d'une synthese endogene de 

IL-1, IL-8 ou TNF. 

22. Procede pour la production d'une composition 
mettant en oeuvre une cytokine therapeutiquement utile 
chez l'homme et plus particulierement dans des 
traitements anticancereux a des doses conferant des 
effets secondaires importants et notamment a une 
neutropenie a l'etat isole, caracterise par 
1- association de cette cytokine avec le GM-CSF et un 
muramyl-peptide tel que defini dans l'une quelconque 
des revendications 1 a 7. 

23. Procede selon la revendication 22, 
caracterise en ce que la cytokine est un interferon. 

24. Procede selon la revendication 23, 
caracterise en ce que la cytokine est une inter leukine , 

notamment 1 ' IL-2 . 

25. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 22 a 24, caracterise en ce que la 
composition est utilisable pour traiter des infections 
virales. 
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